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RESUMO.- A proposta deste estudo foi avaliar se existem
alterações nos padrões hematológicos e bioquímicos de
cadelas da raça Golden Retriever portadoras do gene da
distrofia muscular progressiva em comparação aos valo-
res obtidos em cadelas não portadoras de mesma raça e
idade. Foram analisados 33 animais, distribuídos em dois
grupos, um composto por 19 cadelas Golden Retrievers
não portadoras (GRNP) e outro composto por 14 cadelas
Golden Retrievers portadoras do gene da distrofia muscu-
lar (GRP). Os dois grupos foram submetidos aos mesmos
testes hematológicos e bioquímicos, com a mesma frequ-
ência e durante o mesmo intervalo de tempo. Apesar de
existir diferença estatisticamente significativa entre os gru-
pos para alguns parâmetros hematológicos avaliados, to-
dos os resultados obtidos estavam de acordo com os va-
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lores de referência utilizados. Na avaliação dos parâme-
tros bioquímicos séricos a dosagem de ALT no grupo GRNP
ficou levemente acima da média, porém sem grandes sig-
nificados clínicos A CK também apresentou níveis eleva-
dos no grupo GRP, devido à degeneração e necrose mus-
cular característicos da doença, as alterações encontra-
das nessa análise já eram esperadas. Os demais parâme-
tros não se alteraram.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: GRMD, bioquímica sérica, hemo-
grama, portadoras, Golden Retriever, distrofia muscular.
INTRODUÇÃO
Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença mus-
cular progressiva debilitante, causada por mutações reces-
sivas ligadas ao cromossomo X no gene da proteína distro-
fina. (Chamberlain 1991, Chamberlain & Rando 2006). As
primeiras características clínicas incluem atraso no apren-
dizado para caminhar, incapacidade de correr corretamente
e pseudo-hipertrofia dos músculos gastrocnêmios. Durante
esta fase as fibras do músculo esquelético começam a de-
generar e existe uma resposta inflamatória proeminente
nesta musculatura. Isso é seguido por fraqueza muscular
severa e contraturas articulares que tornam as crianças in-
capazes de andar por volta dos 9 a 13 anos. Conforme a
doença progride, as fibras musculares são substituídas por
tecido fibroso e células adiposas; essa substituição dos te-
cidos ocorre devido à ausência da distrofina estar acompa-
nhada por uma perda do complexo distrofina-glicoproteína
no sarcolema (Yugeta et al. 2006). DMD também está oca-
sionalmente associada a déficits cognitivos e alterações na
musculatura lisa que afetam a digestão. Por fim, alterações
cardíacas e insuficiência respiratória entre a segunda e ter-
ceira décadas de vida levam ao óbito.
Atualmente existem dois modelos animais mais utili-
zados para estudar a DMD; o modelo do camundongo mdx
e o modelo canino GRMD (Golden Retriever Muscular
Dystrophy), sendo este um modelo promissor, pois além
de apresentar os mesmos sinais clínicos já caracteriza-
dos em seres humanos (Kornegay et al. 1988, Valentine et
al. 1990;,Valentine & Cooper 1991, Nguyen et al. 2002,
Shelton & Engvall 2002, Collins & Morgan 2003, Ambrósio
et al. 2009), também carregam a mesma mutação vista
em alguns pacientes DMD.
A GRMD manifesta-se inicialmente no período intra-
uterino, com alterações no desenvolvimento dos múscu-
los linguais. Após o nascimento, observa-se extensa ne-
crose dos músculos dos membros, tronco e pescoço dos
animais doentes e aos seis meses, observa-se fibrose
severa e contração das articulações (Collins & Morgan
2003). Estudos tentam provar que as fêmeas portadoras,
apesar de não desenvolverem a doença, podem apresen-
tar alguns dos sintomas da mesma, ainda que mais sutis
e não letais (Collins & Morgan 2003).
Diante de estudos previamente realizados com o mo-
delo animal canino levantou-se a questão de uma análise
mais detalhada de parâmetros bioquímicos e hematológi-
cos das cadelas portadoras do gene da GRMD; para tal
também foi indagado se os valores de animais normais
existentes na literatura poderiam ser utilizados como parâ-
metro comparativo de normalidade. Para responder a es-
sas duas questões foram avaliados dados hematológicos
e bioquímicos de fêmeas da raça Golden Retriever hígidas
e portadoras do gene da GRMD de diferentes idades e os
dados foram comparados aos disponíveis na literatura.
MATERIAL E MÉTODOS
O projeto proposto foi conduzido após avaliação da Comissão
de Bioética da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia
da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP).
Foram utilizados 33 animais pertencentes ao Canil GRMD-
Brasil, localizado no Setor de Anatomia dos Animais Domésti-
cos e Silvestres da FMVZ-USP. Os animais com idades varian-
do entre um e sete anos, foram divididos em dois grupos: 14
cadelas Golden Retriever portadoras do gene da distrofia mus-
cular (GRP) e 19 cadelas da raça Golden Retriever não porta-
doras da distrofia muscular (GRNP).
Amostras sanguíneas para a realização das provas bioquí-
micas e para a análise hematológica foram colhidas por pun-
ção da veia cefálica direita ou esquerda, utilizando-se sistema
de colheita em tubos de vidro siliconizados de rolha de borra-
cha (marca Vacuette®). O tubo para os exames hematológicos
continha anticoagulante (EDTAK3), enquanto que os tubos de
avaliação bioquímica eram sem adição de anticoagulante.
Após a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas
a 1500 rotações por minuto (rpm) por cinco minutos. O soro e o
plasma assim obtidos foram separados por aspiração com
auxílio de pipetadores automáticos de volume fixo e variável,
colocados em frascos resistentes ao congelamento, sendo o
soro utilizado para a realização da bioquímica sérica:
alaninaminotrasnferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), uréia,
creatinina, proteínas totais (PTs), albumina (Alb) e creatina
cinase (CK).
As amostras sanguíneas com anticoagulante foram envia-
das para o Laboratório de Análises Clínicas do Departamento
de Clínica Médica da FMVZ- USP (LAC) para a realização da
análise hematológica. No eritrograma foram avaliados os se-
guintes parâmetros: hemácias (He), hemoglobina (Hb), hema-
tócrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). A análise do leucograma incluiu
leucócitos totais, neutrófilos segmentados, eosinófilos, linfóci-
tos e monócitos. Plaquetas também foram avaliadas. Para con-
tagem de hemácias, leucócitos e plaquetas foi utilizado apare-
lho de uso veterinário (Contador hematológico modelo ABX
Vet®). O exame diferencial dos leucócitos e avaliação morfoló-
gica das hemácias e leucócitos foram realizados em esfrega-
ços de sangue corados pelo método de Rosenfeld, observa-
dos em aumento de 500 vezes em microscópio (modelo
Jenamed 2 Carl Zeiss).
As leituras foram realizadas em dosador semi-automático
marca Labtest, modelo Labquest para provas bioquímicas,
considerando-se a faixa visível para a dosagem de uréia, cre-
atinina, ALT e fosfatase alcalina.
Os resultados obtidos foram analisados através da compa-
ração das médias e dos desvios-padrões por análise de
variância; e as médias obtidas entre os dois grupos foram com-
paradas entre si pelo teste Tukey.
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RESULTADOS
Bioquímica sérica
A avaliação e comparação dos parâmetros bioquími-
cos analisados entre os grupos GRP e GRNP indicaram
diferenças estatisticamente significantes (p<0,05); apenas
para as variáveis ALT (alanina aminotransferase) e FA
(fosfatase alcalina), os demais parâmetros apresentaram
médias similares, todas dentro dos intervalos de referênci-
as utilizados (Quadro 1).
O parâmetro ALT apresentou média de 37,15 UI/L para
as fêmeas portadoras e 55,71 UI/L para os animais não
portadores do gene.
As cadelas portadoras tiveram média de 34 UI/L para a
FA (fosfatase alcalina), enquanto que as cadelas do outro
grupo  registraram média de 61,14 UI/L para a mesma
enzima.
Hemograma completo
A análise comparativa dos parâmetros hematológicos
avaliados entre os grupos GRP e GRNP apresentou simi-
laridade na maioria dos itens examinados, porem . houve
diferença significativa nos itens leucócitos, eosinófilos, lin-
fócitos e monócitos; (p<0,05), as médias e respectivos
desvios padrões estão expressos no Quadro 2.
A média de leucócitos para as fêmeas GRPfoi de 12.050
mil/mm3, enquanto que a média das cadelas GRNP ficou
em 9.800 mil/mm3, enquanto que os eosinófilos apresen-
taram média de 268 mil/mm3 para os animais portadores e
573 mil/mm3 para o outro grupo.
As fêmeas GRNP apresentaram média de 4.792 mil/
mm3 para linfócitos típicos, enquanto que as portadoras
tiveram média de 2.912 mil/mm3 para o mesmo item e no
item monócitos apresentou média de 356 mil/mm3 para as
fêmeas GRNP e 509 mil/mm3 para as cadelas portadoras.
DISCUSSÃO
A utilização de modelos não-humanos para a pesquisa da
DMD é bastante discutível. As diferenças anatômicas, me-
tabólicas e funcionais devem ser levadas em considera-
ção e podem ter como consequência o sucesso ou não de
determinados tratamentos, principalmente considerando
uma importante diferença que é o fato de os humanos se-
rem bípedes e os animais-modelo, quadrúpedes, o que
influencia na utilização e importância de cada músculo nas
espécies. Dunayer (1991) afirma que o ideal seria que as
pesquisas para a DMD tivessem base em estudos in vitro
e através da clínica humana, com resultados mais signifi-
cativos do que os encontrados com os modelos animais.
Contudo, o próprio autor afirma que a partir de estudos
utilizando a GRMD, pode-se observar que esta doença e a
DMD possuem muitas semelhanças com relação à etiolo-
gia e progressão.
Nguyen et al. (2002) discorda de Dunayer (1991), afir-
mando que a GRMD é geneticamente homóloga a DMD, o
que justifica a utilização desses cães como modelos ex-
perimentais nos estudos da doença que acomete huma-
nos. Considerando a semelhança genética e do desenvol-
vimento em ambas as doenças, consideramos plausível a
utilização desses animais no auxílio na busca por trata-
mento para as crianças portadoras dessa doença.
A faixa etária dos animais utilizados no presente estudo
foi escolhida em função dos animais disponíveis no Canil
GRMD-Brasil na época do presente estudo. Também foi
relevante o fato de que o LAC (2007), laboratório que anali-
sou todas as amostras não possui valores de referências
para diferentes faixas etárias, usando os mesmos interva-
los, independente do animal ser filhote, adulto ou idoso. É
importante também o fato de que as literaturas existentes
que apresentam valores de referência divididos por faixa
etária costumam dividir os animais em três grandes grupos:
jovens até um ano de idade, entre um e oito anos de idade
e acima de oito anos de idade (Comazzi et al. 2004).
Apesar de não existir diferença estatística entre os re-
sultados mensurados para a enzima creatina cinase (CK)
Quadro 1. Médias e desvios padrões dos componentes
bioquímicos avaliados em cadelas da raça Golden
Retriever portadoras do gene da distrofia muscular
progressiva (GRP) e não portadoras (GRNP)
Exame GRP GRNP Referência*
ALT (UI/L) 37,15 ± 13,25a 55,71 ± 28,04b Até 50
FA (UI/L) 34 ± 15,5a 61,14 ± 35,9b Até 70
Ureia (mg/dL) 39,05 ± 15,23 34 ± 14,14 Até 40
Creatinina (mg/dL) 0,95 ± 0,21 0,95 ± 0,48 Até 1,5 - 2,0
PTs (g/dL) 6,04 ± 0,96 6,1 ± 0,80 5,5 – 8,5
Albumina (g/dL) 3,04 ± 1,04 2,73 ± 0,89 2,7 – 4,6
CK (UI/L) 229,80 ± 153,67 160,33 ± 50,19 20 -200
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05).
* Valores de Referência utilizados pelo Laboratório de Clínica Médica
(LAC), Departamento de Clínica Médica/Hovet da FMVZ-USP. Para
CK, valores de referência segundo Viana (2003).
Quadro 2. Médias e desvios padrões da análise de
variância dos componentes hematológicos avaliados em
cadelas da raça Golden Retriever portadoras do gene da
distrofia muscular progressiva (GRP) e não portadoras
(GRNP)
Exame GRP GRNP Referência*
He(milh/mm3) 6,72±0,60 6,52±0,79 5,0-8,0
Ht (%) 44,70±3,60 44,57±4,96 37-54
Hb (g%) 17,21±7,47 15,21±1,99 12-18
VCM (fl) 69,90±2,51 68,56±3,80 60-77
HCM (pg) 24,09±0,96 23,35±1,3 22-27
CHCM (%) 33,90±1,07 34,50±1,18 31-36
Leucócitos** 12.050±1.238 a 9.800±1.940 b 6.000-15.000
Neutrófilos** 6.477±1.048 5.960±2.566 3.000-11.800
Eosinófilos** 268±213 a 573±275 b 0-750
Linfócitos* 4.792±911 a 2.912±1.193 b 1.500-5.000
totais
Monócitos** 509±153 a 356±160 b 0-800
Plaquetas** 335.882±64.959 274.429±88.395 200.000-500.000
Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si
(p<0,05).
* Valores de Referência utilizados pelo Laboratório de Clínica Médica
(LAC), Departamento de Clínica Médica / Hovet da FMVZ-USP.
** Valores absolutos em mm3.
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entre os dois grupos avaliados, apenas a média das fême-
as portadoras ficou um pouco acima do intervalo de refe-
rência utilizado (Viana 2003). Devido às alterações mus-
culares causadas pela doença da qual são portadoras, a
herança genética acarreta em alterações encontradas nas
análises de CK, que já eram esperadas. Apesar da altera-
ção nos níveis desse marcador de lesão muscular, é evi-
dente que essas fêmeas não apresentam quaisquer difi-
culdades de locomoção ou deglutição, sinais típicos do
desenvolvimento da doença em questão. A análise dessa
enzima ao nascimento é um importante auxiliar no diag-
nóstico da GRMD, tanto nos machos afetados, como nas
fêmeas portadoras e afetadas (Ambrósio et al. 2009). Vale
ressaltar, que a CK não é dosada comumente na avalia-
ção de cães saudáveis, e são poucas as referências de
literatura que apresentam intervalo de normalidade para
esta enzima; o próprio LAC (2007) não estipula um valor
de referência nos laudos emitidos.
A dosagem de ALT apresentou diferença estatisticamente
significante quando comparamos os grupos GRP e GRNP;
além disso, a média obtida na avaliação do grupo das fême-
as não portadoras da GRMD esteve um pouco acima do
intervalo considerado normal para o LAC (2007). Porém, o
resultado seria considerado normal para Viana (2003) - 10 a
88 UI/L; e também para Harper et al. (2003), Comazzi et al.
(2004) e Franciscato et al (2007), que consideram normais
os valores até 100 UI/L. Deve-se lembrar que de acordo
com Bush (2004); a ALT é uma enzima essencialmente
hepato-específica para cão e gato. Aumentos de sua ativi-
dade sérica em geral indicam dano nos hepatócitos com
liberação da enzima para a circulação. A mensuração desta
enzima é considerada o melhor teste para detecção de le-
são hepática, porém não é um teste de função hepática.
Assim, aumentos discretos na atividade sérica da ALT pro-
vavelmente são de pouca importância, porque uma das fun-
ções do fígado é a desintoxicação, o que às vezes pode
causar pequenas lesões aos hepatócitos.
Para Heins et al. (1995), valores elevados da concentração
de ALT podem ser indicadores de distrofia muscular progressi-
va, o que não foi evidenciado nos animais em questão, uma
vez que não foram avaliados animais distróficos.Nosso grupo
concorda com o autor, no sentido de que grande elevação na
concentração sérica da ALT é uma característica de cães dis-
tróficos, porém não associada a causas primárias de dano e
perda da função hepática, e sim pela sobrecarga do órgão em
função da distrofia muscular.
Finalmente, levando em conta os diferentes intervalos
de médias de normalidade para a enzima ALT entre as
literaturas consultadas e considerando o estado clínico
saudável de todos os animais no momento da realização
das coletas, podemos considerar o valor obtido pelo grupo
GRNP como dentro da normalidade, uma vez que peque-
nos aumentos da atividade sérica desta enzima não têm
relevância.
Apesar da diferença estatisticamente significante en-
tre os valores mensurados de FA entre os dois grupos, a
média do grupo GRNP foi quase o dobro da média do gru-
po GRP; ambos os resultados estavam dentro dos valores
normais de referência para LAC (2007) e também Viana
(2003), Comazzi et al. (2004) e Thrall et al. (2006); entre-
tanto para Mitruka & Rawnsley (1977), os valores dos dois
grupos estão acima do intervalo normal.
A dosagem da ureia plasmática esteve dentro do inter-
valo de normalidade do LAC (2007) em ambos os grupos
avaliados, GRN e GRP. Apenas para Viana (2003) os resul-
tados obtidos seriam considerados acima do normal; já para
Mitruka & Rawnsley (1977), Bush (2004), Comazzi et al.
(2004) e Franciscato et al. (2007) os resultados estiveram
normais para ambos os grupos. É importante ressaltar que
todos os animais estavam em jejum hídrico e alimentar no
momento das coletas de sangue, uma vez que aumentos
temporários na concentração de ureia ocorrem após alimen-
tação (Bush, 2004).
Os resultados obtidos para creatinina sérica foram iguais
para os dois grupos avaliados e estavam normais de acor-
do com LAC (2007) e outras referências consultadas como
Harper et al. (2003), Viana (2003), Bush (2004) e Thrall et
al. (2006). Os resultados apresentaram-se bem próximos
do intervalo considerado por Mitruka & Rawnsley (1977),
que considerou o intervalo de 1-2 mg/dl em seu experi-
mentos com cães labradores.
As proteínas totais também apresentaram valores nor-
mais em ambos os grupos avaliados para LAC (2007);
Harper et al. (2003), Viana (2003), Bush (2004), Comazzi
et al. 2004), Thrall et al. 2006) e Franciscato et al. (2007);
apenas para Weiner & Bradley (1972) e Mitruka & Rawnsley
(1977) as médias encontradas estiveram um pouco abaixo
do normal. Apesar dos valores obtidos estarem de acordo
com os valores de referência utilizados, LAC (2007), é
importante ressaltar que a ligeira diminuição na mensura-
ção de PTs é praticamente insignificante, podendo ser jus-
tificada pelo fato da albumina diminuir gradativamente com
a idade, refletindo na diminuição das proteínas totais (Bush
2004) ou, por um período de dieta hipoprotéica ou ainda
por ligeira hiperhidratação.
De acordo com LAC (2007) os valores de albumina es-
tiveram normais para os dois grupos avaliados; e também
para Viana (2003), Bush (2004), Comazzi et al. (2004), Thrall
et al. (2006) e Franciscato et al. (2007), entretanto Weiner
& Bradley (1977) consideram intervalos maiores que as
médias obtidas para ambos os grupos. Deve-se comentar
que a média do grupo saudável esteve perto do limite infe-
rior do intervalo de normalidade para o LAC (2007); isso
pode ser justificado pelo mesmo motivo citado para as
PTs; uma dieta hipoprotéica ou pelo fato da albumina dimi-
nuir gradativamente com a idade (Bush 2004).
A avaliação hematológica de ambos os grupos, GRP e
GRNP, apresentou todos os resultados, tanto de eritrogra-
ma quanto leucograma, dentro dos intervalos de normali-
dade utilizados como referência para o LAC (2007). Esses
valores também estavam de acordo com os valores pre-
conizados por Lumsden et al. (1979), Navarro & Pachaly
(1994), Rebar et al. (2003), Bush (2004), Comazzi et al.
(2004), Franciscato et al. (2007) e Cowell et al. (2009).
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CONCLUSÕES
As análises das fêmeas saudáveis da raça Golden
Retriever (GRNP) e portadoras do gene da distrofia muscu-
lar (GRP), com idade entre um e sete anos, encontram-se
dentro dos padrões bioquímicos e hematológicos conside-
rados normais para a espécie canina, não apresentando di-
ferenças significativas entre os dois grupos avaliados.
Os valores de CK encontrados nas cadelas GRP apre-
sentaram-se acima dos limites superiores utilizados como
referência para animais saudáveis, porém isto já era espe-
rado em função do gene da distrofia muscular.
Mais exames devem ser necessários para que possa-
mos identificar diferenças entre os parâmetros
hematológicos e bioquímicos séricos em função da raça e
idade dos cães portadores da distrofia muscular progressi-
va.
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